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Introduction

Les maladies infectieuses sont responsables dans le monde de millions de morts chaque année. Les
infections des voies respiratoires, le VIH, les maladies diarrhéiques, la tuberculose, le paludisme et la
rougeole représentaient au début du 21°™ siécle plus de 90% des décés par infection selon I’'OMS. Les
progres considérables dus a I'introduction de I'hygiéne pasteurienne au siecle dernier et 'usage des
antibiotiques et de la vaccination ont fait reculer la mortalité dans les pays industrialisés, mais de
nouveaux facteurs d’émergence inquiétent aujourd’hui les autorités sanitaires. Dans un monde
globalisé, les transports terrestres, maritimes et aériens, les guerres et les migrations qu’elles
provoquent, la pauvreté, la densification des contacts entre I’homme et les animaux d’élevage, les
modifications des habitats naturels par la déforestation ou les changements climatiques rapides,
forment une combinaison complexe de facteurs environnementaux et socio-économiques qui
exposent les étres humains a de nouveaux risques infectieux. L'augmentation des traitements
anticancéreux et des greffes d’organes s’accompagnent d’'immunodéficiences induites favorisant les
infections par des pathogenes variés habituellement sans conséquence chez les individus
immunocompétents. Dans le méme temps, I'antibiorésistance est devenue un sujet d’inquiétude
majeur. En France, la défiance a I'égard de la vaccination se traduit actuellement par la réémergence
de foyers de rougeole. Dans le monde, les épidémies récentes dues aux virus Chikungunya, Ebola, Zika,
West Nile, ou encore celui du MERS ont illustré le caractere a la fois difficilement prévisible des
émergences et le role central de certaines especes vecteurs dans la propagation des maladies.

Etre en mesure de détecter efficacement des agents infectieux par des méthodes de Diagnostic In Vitro
occupe donc une place centrale a la fois dans certains parcours de soins et dans une perspective de
surveillance épidémiologique plus large. Les avancées technologiques récentes en matiere de
séquencage de I’ADN et les nouvelles approches de génomique qui en découlent fournissent des outils
puissants pour la détection de pathogénes connus ou nouveaux. Cela est rendu possible aussi par un
effort au niveau mondial de mise en commun de I'information génétique sur les microorganismes ainsi
que par les technologies toujours en évolution de I'informatique et du numérique. Apres une bréve
présentation du secteur du Diagnostic In Vitro, ce rapport expliquera et illustrera les apports de la
génomique au diagnostic des maladies infectieuses.

I/ Le marché et I'industrie du DIV
Présentation du secteur

L'industrie du Diagnostic In Vitro (DIV) est comparativement moins connue du grand public que
I'industrie du médicament ou des dispositifs médicaux. Les tests de DIV jouent pourtant un rdle
essentiel dans le parcours de soins, en permettant au médecin d’orienter ses décisions thérapeutiques
en fonction de résultats d’analyse obtenus a partir de prélevements du patient (sang, urine, biopsies
ou autre).

Comme le rappelle le livre blanc 2017 du Syndicat des Industries du Diagnostic In Vitro (SIDIV)?, le DIV
est utilisé dans environ 70% des prises de décision médicale en médecine de ville et dans plus de 80%
a I’hoépital. En France, le secteur est composée d’une centaine d’entreprises dont pres de 90% de PME



et TPE, représentant environ 12000 emplois directs sur le territoire. Au niveau européen, la France est
le 2*me marché derriére I'Allemagne et devant I'ltalie.

L’industrie du DIV en France

Répartition du CA des industries de santé

. Médicaments

@ Dispositifs médicaux

. Diagnostic In Vitro

Le DIV intervient dans plus de 70 % des prises

de décisions médicales, alors que son poids
eéconomique reste mineur dans le marché de la sante.

Chiffre d’Affaires global : 1,8 Mds €
« dont /0% aupres des laboratoires de biologie médicale (publics et prives) et 22 % pour I'autodiagnostic

Nombre d’entreprises : 80
- dont 90 % de PME
« dont 33% produisant en France, lesquelles réinvestissent 12 % en R&D et réalisent 85% de leur CA a 'export

Nombre d’emplois directs : 12 000

« dont 46 % en R&D (16 %) et en production (30 %)

« dont 70 % au sein des entreprises productrices en France
Source : SIDIV 2017

Le marché du DIV en Europe

Principaux marchés européens

Lindustrie du DIV en Europe :
« EU (27+EFTA) : 10,638 Mds €
= 5 marchés principaux :
@ Allemagne : 2189 Mds €
@ France:1,785 Mds €
@ Italie : 1,656 Mds €
@ Espagne: 0,972 Mds €
@0cB:0812Mds €

26 % o

22 autres

- La France occupe la 2° place

10 9% o-rroneee

Source : SIDIV 2014



La place du DIV dans le parcours de soins

Il ne faut pas réduire I'usage du DIV au seul besoin de diagnostiquer la maladie dont souffre un patient.
Le Diagnostic In Vitro est utilisé tout au long d’un parcours de soins, en permettant aussi de dépister
ou prévenir un risque, de faire le pronostic de son évolution, de sélectionner un traitement adapté ou
au contraire d’éviter certains choix thérapeutiques inutiles ou a risque pour l'individu, et enfin
d’évaluer et surveiller la réponse a un traitement. Il peut donc intervenir avant, accompagner, ou se

faire aprés un diagnostic.

Le Diagnostic In Vitro dans le parcours de soins

Déterminer Déterminer
sile patient est a risque comment la maladie
de développer dont souffre le patient
une maladie peut évoluer

o o

®)
'O

Eligibilité
Dépistage Diagnostic u traltement

o o

Déterminer Déterminer Déterminar
quelle est la maladie de quel traitement si le patient répond bien
dont souffre la patignt peut bénéficier le patient au traitement

Les instruments, réactifs ou services de I'industrie du DIV interviennent a toutes les étapes du parcours de
soins du patient. (Source : SIDIV 2017)

Cette trame générale qui fait référence a des applications de DIV dans des domaines variés tels que le
diabete, les maladies cardio-vasculaires ou les pathologies cancéreuses, reste tout a fait valable
lorsque I'on considére plus particulierement le champ des maladies infectieuses. En effet, dépister la
présence d’'un pathogéne avant I'apparition de signes cliniques améliorera la prévention d’une
maladie transmissible ; réaliser un diagnostic d’infection dans un contexte symptomatique établira la
cause et la source d’une contamination ; détecter la présence d’un marqueur bactérien ou viral aidera
au pronostic du malade ; élire un traitement antibiotique, par exemple, se fera sur la confirmation de
la nature bactérienne d’une infection; le choix thérapeutique dépendra évidemment de |'agent
infectieux identifié ; et des indicateurs de contréle de I'infection dans le temps contribueront au suivi
d’un patient.

Les méthodes diagnostiques historiques et I’essor des approches moléculaires

Face aux maladies infectieuses, I'industrie du DIV a considérablement évolué notamment depuis
I’'apparition du VIH au début des années 1980. L’'exemple du VIH servira donc a illustrer un ensemble
de méthodes couramment utilisées pour le Diagnostic In Vitro de maladies infectieuses.



Historiquement, I'observation d’une bactérie ou d’un virus est rendue possible par sa mise en culture
et son isolement, puis par I'observation en microscopie ou en microscopie électronique. L'observation
directe d’un pathogene dans sa forme native et entiere est cependant peu sensible, lourde a mettre
en place et donc inadaptée a une pratique clinique en routine. Des techniques de détection directes
de constituants d’agents infectieux, réalisables a partir d’échantillons de patients, ont donc pris le
relais avec la détection d’antigénes par Western blot. Elles ont été complétées par le développement
de tests indirects sérologiques de type ELISA qui détectent la présence d’anticorps produits par le
systéme immunitaire du patient en réponse a l'infection. Dans le cadre du VIH, les tests ELISA de 4¢me
génération combinent une détection d’antigénes du virus et d’anticorps du patient. C'est sur le
principe de détection d’anticorps que reposent les tests rapides et les autotests VIH disponibles en
pharmacie.

Un virage important a été pris dans les années 1990 avec l'arrivée de la biologie moléculaire. En
permettant la détection de ’ADN ou de I’ARN d’un microorganisme, la PCR (et ses variantes RT-PCR,
PCR quantitative, etc) a permis des gains de sensibilité tres importants tout en améliorant souvent la
spécificité du signal et avec un rendu des résultats en quelques heures. Il est par exemple possible
aujourd’hui de détecter et de quantifier une charge virale du VIH a des seuils inférieurs a 100 copies
d’ARN/mL de sang. Ces approches moléculaires ne sont toutefois rendues possibles que par la
connaissance préalable de la séquence du génome du pathogéne recherché, et deviennent inadaptées
a la détection d’agents infectieux nouveaux ou inattendus.

Linnovation dans le dépistage du VIH

® Isolement du virus par culture.

® Tests sérologiques (recherche des anticorps anti-VIH
et de I'antigéne).

® Tests de confirmation par western blot.

® Numération des lymphocytes CD4+.

Bénéfices patients

* Diagnostic de l'infection chez I"adulte (séralogie).
* Evaluation de la gravité de la maladie (CD4).

* Exclusion des poches de sang contaminées par recherche
d'anticorps VIH pour éviter la propagation.

de la charge virale par biologie moleculaire.

* Diagnostic de l'infection chez le nouveau-né de mére

M * Mise a disposition des trousses de quantification * Suivi therapeutique et pronostique des patients.

* Test de détection de I'ADN proviral.

* Test de résistance aux antirétroviraux.
* Recherche systématique du virus VIH-1 par biologie
moléculaire dans tous les dons du sang en France.

® Test ELISA mixte de 4° génération : détection conjointe
¥ des Anti-VIH1 et 2 et de 'antigéne p24 du VIH 1
par un seul test nécessaire pour le dépistage VIH.

¢ Quantification de la charge virale possible a partir
de prélevements de sang total réalisés sur papier buvard.

par des professionnels de santé et du personnel non médical

w * Test Rapide d’Orientation Diagnostique (TROD) VIH utilisé

exercant au sein d'associations habilitées.

séropositive (ADN proviral).

* Evitement des drogues a priori nen actives du fait des mutations
et optimisation des traitements antirétroviraux.

* Recherche obligatoire des contaminations des poches de sang
avec les 2 tests (recherche anticorps et biclogie moléculaire).

® Accessibilité accrue des patients au suivi thérapeutique
et pronostique.

* Amélioration de la connaissance des virus, détection
de variants VIH minoritaires et des variants résistants
au traitement antiviral.

De la connaissance du statut sérologique de I'individu a la numération des lymphocytes T et aux tests de
biologie moléculaire, les tests de Diagnostic In Vitro ont rendu possible la détection du virus en moyenne 15
jours aprés contamination, ainsi que la quantification de la charge virale circulante. (Source : SIDIV 2017)



Il/ L’apport du séquencgage a haut débit (NGS)
Séquengage a haut débit et science génomique

Le séquencgage de I’ADN n’est pas une technique nouvelle. Différentes méthodes chimiques de lecture
des bases ont été inventées aux Etats-Unis et au Royaume-Uni dans les années 1970, dont celle de
Frederick Sanger basée sur la synthése enzymatique qui reste encore aujourd’hui tres utilisée. Le
ségquencage du premier génome humain (publié en 2001) reposait encore en partie sur des principes
introduits par Sanger. Mais a partir des années 2005, une avancée technologique majeure a était
réalisée avec la parallélisation des réactions chimiques de séquencage, permettant de révéler
simultanément toute la diversité des molécules d’ADN présentes dans un échantillon. Cette seconde
génération de méthodes, désignée par Next Generation Sequencing (NGS) ou encore High Troughput
Sequencing (HTS) pour souligner le caractére de synthése massivement paralléle, a ouvert la voie a la
production de millions de séquences d’ADN a faible cout. C’est a partir de cette période qu’est née
véritablement une science génomique, et que la recherche sur les génomes s’est popularisée en méme
temps qu’elle a basculé de problématiques strictement physico-chimiques ou biologiques vers de
nouveaux enjeux liés a la production et la gestion de données numériques.

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence

Moore's Law

N I H National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts

T

20012002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Le premier génome bactérien a avoir été complétement obtenu, celui de la bactérie Haemophilus
influenzae, a nécessité un travail de plus d’un an pour un codt global estimé a 1 million de dollars?.
Vingt ans plus tard, le méme génome peut étre obtenu en moins d’un jour pour moins de 100 dollars
par un laboratoire spécialisé. Il en va bien s(r de la méme tendance pour le génome humain et I'on en
profitera pour souligner a ce sujet que certaines sociétés américaines, par exemple 23andMe,
proposent aujourd’hui des analyses génomiques partielles au grand public pour quelques centaines de
dollars, a partir d’un préléevement de salive, avec envoi des résultats personnalisés par e-mail sous
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quelques semaines. Les nombreuses applications et problématiques de I'utilisation de la génomique
en matiere de génétique humaine font actuellement I'objet de débats en France dans le cadre des
états généraux 2018 de la bioéthique.

Utilisation du NGS pour l'identification de pathogénes connus et défis méthodologiques

Si le séquencage du génome humain a recu un fort écho médiatique, de nombreux génomes d’autres
especes et en particulier de microorganismes avaient été obtenus avant 2001 et ont continué a I'étre
depuis. L'arrivée du NGS a en particulier considérablement accéléré la production de données
génomiques d’espéces virales et bactériennes a partir de prélevements cliniques et
environnementaux. Ces données de génomique microbienne, une fois publiées, deviennent d’acces
public et gratuit au travers de grands portails internet de partage d’informations scientifiques
expérimentales tels que le NCBI (c6té américain) ou I'EMBL-EBI (c6té européen). A titre d’illustration
voici I'évolution du nombre de génomes de bactéries et de virus rendus accessibles sur le portail du

NCBI depuis 1990 :

Evolution du nombre de génomes
dans les bases de données du NCBI

25000
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15000
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0
O NS O WO N T WO ®WO N I O
DD DD OO0 OO A A
A MO OO OO OO OO0 O O O
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Bactéries Virus Le report des chiffres a été

arrété au mois de juin 2018.

Cet ensemble d’informations, alimenté en permanence par la communauté scientifique mondiale,
constitue une ressource publique de grande valeur pour le développement d’outils de diagnostic
moléculaire. Par l'utilisation d’approches informatiques adaptées, il devient en effet possible de
comparer les séquences générées par NGS a partir de prélévements biologiques de malades (biopsies,
sang, LCR ou autre) avec ces bases de données de séquences microbiennes, et d’établir ainsi la
présence de microorganismes dans des échantillons cliniques, d’une maniere totalement agnostique,
c’est-a-dire ne reposant pas sur des hypotheses infectieuses prédéterminées.

Au-dela du seul aspect d’identification d’un pathogéne, un diagnostic infectieux basé sur I'utilisation
du NGS peut permettre une caractérisation moléculaire plus directe et compléte du microorganisme
incriminé, et rendre possible par exemple la prédiction d’'un phénotype de résistance a certains



antibiotiques dans le cas d’une infection bactérienne, ou I'identification d’un génotype particulier dans
le cas d’une infection virale. Cela peut également aider a retracer I'histoire d’une épidémie a
différentes échelles, comme dans des infections nosocomiales ou lors de I’épidémie d’Ebola de 201434,
Cela peut aussi aider a anticiper des menaces infectieuses émergentes lorsque des pathogénes
nouveaux, et donc encore non intégrés dans les tests courants, sont identifiés par une approche non
ciblée. La quantification totale d’une flore microbienne complexe devient accessible au travers
d’expériences de métagénomique, ce qui peut contribuer au diagnostic de certaines maladies
digestives ou respiratoires par exemple. Enfin, un rendu de résultat d’analyse permettant d’exclure
une cause infectieuse peut conforter dans la mise en place d’'un traitement a base
d’antiinflammatoires dont I'impact immunodépresseur serait sinon nuisible au patient en cas
d’infection.

En face de ce potentiel immense, les défis méthodologiques d’un diagnostic reposant sur |'utilisation
des techniques de séquencage a haut débit n’en sont pas moins trés importants. Il faut d’abord mettre
en avant la capacité a travailler a partir d’un préléevement clinique qui contient le pathogene
responsable de la maladie. Cependant, contrairement aux approches historiques de cultures
bactériennes par exemple, la détection de séquences d’un pathogene par NGS ne nécessite pas d’avoir
un prélevement du microorganisme vivant ou entier, mais @ minima d’avoir dans la prise d’essai des
fragments de son génome ou de ses transcrits. Cela est le cas également pour d’autres techniques
moléculaires de référence comme la PCR ou RT-PCR, mais se décline d’une maniére tres particuliére
dans le cas du NGS : en effet, la capacité utile du séquencage étant répartie sur toute la diversité des
séquences d’ADN présentes dans un échantillon, la sensibilité de détection dépendra avant tout de
I’'abondance relative des séquences d’un microorganisme par rapport aux séquences du génome de
I'individu prélevé, consubstantielles au prélevement. En d’autres termes il faut appliquer dans le choix
des échantillons puis dans les modes de préparation des banques NGS un critére de rapport cible/bruit
de fond qui n’est pas indispensable pour des approches de type PCR. L’acces a des prélevements tres
ciblés, anatomiquement et temporellement, est donc un premier enjeu majeur.

La prévention des risques de contaminations d’un prélévement clinique par de I'acide nucléique de
I’environnement ou du manipulateur lui-méme est tout aussi essentielle, dans la mesure ou la moindre
trace d’acide nucléique présente ou introduite dans un échantillon sera détectée, et pourra étre
interprétée comme une cause de la maladie. Cela implique la mise en place et le respect d’un certain
nombre de régles rigoureuses dans I'organisation des laboratoires.

Il faut ensuite étre en capacité de concevoir, exploiter, maintenir et améliorer des méthodes d’analyses
bio-informatiques performantes permettant de traiter des volumes de données importants et en
inflation. A titre d’exemple, une expérience NGS sur un échantillon clinique peut générer plusieurs
dizaines de millions de séquences, qu’il faut pouvoir comparer aux dizaines de milliers de séquences
des bases de données présentées plus haut. Cela requiert une ingénierie logicielle ainsi que des
capacités matérielles de calcul, qui restent a I’heure actuelle un frein pour beaucoup d’infrastructures
hospitalieres ou universitaires.

Enfin, la question du temps de rendu des résultats, dont découle directement la capacité a choisir une
option thérapeutique, et celle des colts de la technologie, sont posées. Aujourd’hui et en situation
optimale, il est possible de rendre un résultat d’analyse NGS en 48h a partir de la mise a disposition de
I’échantillon. Cela peut donc étre trés profitable dans certaines circonstances, mais reste bien plus long
que les quelques heures nécessaires a un rendu de résultat de PCR, et trop long par exemple pour les
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besoins des unités de soins intensifs. Le colt des réactifs pour traiter un échantillon unique reste élevé,
autour de 1500 euros a ce jour pour atteindre une profondeur de séquencage suffisante, mais il est
possible de grouper plusieurs échantillons sur un méme séquenceur pour réduire le colt par
échantillon. Ces estimations ne refletent toutefois pas le colt englobé qui inclue aussi I'environnement
de travail et les salaires.

Apport du NGS pour l'identification de nouveaux pathogéenes

Le potentiel de détection d’'un microorganisme par NGS dépend de la documentation préexistante de
ce microorganisme dans les bases de données de séquences. Une question qui se pose est donc celle
du degré de divergence au-dela duquel un microorganisme présent dans un échantillon biologique,
mais éloigné par rapport aux bases de données, ne sera plus détecté faute de représentant connu
suffisamment proche d’un point de vue phylogénétique. Il est en pratique possible de faire varier tres
largement les parameétres informatiques de comparaison de séquences afin d’autoriser un niveau de
divergence plus ou moins grand, mais il faut certainement distinguer deux cas d’application :

D’une part, un diagnostic infectieux établi dans le cadre d’un rendu de résultat clinique, pour lequel il
y a une forte légitimité a la fois pratique et réglementaire a se limiter a I'identification de pathogénes
connus et bien caractérisés a I'aide de méthodes ayant fait 'objet d’une validation clinique.

D’autre part, une recherche de pathogeénes plus distants du connu dans un contexte de recherche, qui
peut venir en appui d’un diagnostic médical mais ne s’y substitue pas, et qui permet a la fois d’inclure
la découverte de nouveaux microorganismes tout en permettant de faire évoluer les méthodes.

Ces deux approches ne sont en fait pas complétement exclusives, et un intérét majeur du NGS est de
pouvoir ré-analyser un jeu de données généré a un instant t a la lumiére d’une nouvelle version de
base de données ou d’un nouveau procédé informatique validé quelque temps plus tard, sans avoir a
séquencer de nouveau I'échantillon. Cela offre I'avantage sur d’autres méthodes comme la PCR (qui
nécessite par ailleurs de réutiliser une partie de I'échantillon clinique souvent précieux) de pouvoir se
raccrocher a tout moment aux nouvelles ramifications de I'arbre de vivant.

Usages du NGS pour un diagnostic de terrain ou au lit du patient

Pour compléter ce tour d’horizon rapide des enjeux liés a I'application des nouvelles techniques de
séquencage dans un cadre de Diagnostic /n Vitro, il faut souligner le virage vers la médecine
ambulatoire pris par les systémes hospitaliers depuis plusieurs années et la tendance générale qui va
vers une médecine délocalisée et personnalisée, soit au lit du patient, soit sur le terrain en contexte
de surveillance épidémiologique ou de réponse a des situations épidémiques. La transférabilité du
modele de diagnostic par NGS au plus prés du malade a fait récemment I'objet d’une revue de
référence trés compléte® dont on peut retenir ces quelques points importants :

Un premier besoin évident est de disposer de séquenceurs portables de petite taille pouvant étre
transportés et utilisés in situ. Depuis plusieurs années la tendance est a la réduction de la taille des
séquenceurs par les fabricants, avec des modeéles dits « benchtop » tels que les systemes NextSeq,
MiSeq, MiniSeq ou iSeq d’lllumina ou les systemes lon PGM et lon S5 de ThermoFisher (voir plus bas



pour un comparatif des plateformes). Ces équipements ont un colt d’achat inférieur a 150k€ qui peut
permettre a certaines structures locales d’utiliser la technologie NGS.

En rupture avec les formats existants, la société Oxford Nanopore Technologies a lancé en 2014 la
commercialisation du MinlON, un séquenceur de troisieme génération de la taille d’'une clé USB. Ce
séquenceur se branche directement sur un ordinateur portable et son modele économique différe des
séquenceurs benchtop dans la mesure ol le hardware est en général gratuit et ou l'utilisateur paie
simplement les consommables (le prix par expérience restant malgré tout a ce jour assez élevé, entre
500 et 1000 euros, pour une profondeur de séquencage assez faible). Le MinlON a par exemple été
utilisé sur le terrain en Afrique durant I’épidémie d’Ebola® ou dans un laboratoire ambulant au Brésil
dans le cadre du projet ZiBRA’. Ce séquenceur a aussi pu étre testé avec succés dans des
environnements extrémes comme par exemple au sein de la Station Spatiale Internationale2.

Un deuxiéme aspect des choses est de réussir a coupler les données génomiques diagnostiques ou
épidémiologiques avec des plateformes digitales de rendu de résultat et de partage de I'information.
Un des défis est donc par exemple de sécuriser un accés a une connexion internet a I'endroit de
I'analyse, dans le but de partager I'information en temps réel et d’avoir un diagnostic qui peut se
traduire efficacement en actions thérapeutiques ou sanitaires. On peut d’ailleurs aller plus loin en
imaginant des réseaux de séquenceurs portables déployés en différents endroits, hopitaux,
laboratoires, ou zones d’émergences, qui collectent et partagent des informations de détection de
pathogenes en temps réel et les mettent a profit de la communauté par des plateformes internet et
des systémes d’alertes.

Sequencing
* Cost
* Portability
® Sequencer performance
* Depth of coverage

Pathogen
e Genome size

Processing
® Extraction efficiency
¢ Physical enrichment
e Library preparation
* Contamination

Informatics

= Computer power

® Internet connection

* Reference databases

* Closely related species

¢ Pipeline performance Action
Host Sample » Confidence thresholds * Interpretable report
® Phase of infection | | ®* Sample type ® Clear clinical or
® Pathogen titres * Preservation epidemiological action

lllustration d’une unité médicale mobile ayant déployé un séquenceur portable a I'épicentre d’'une épidémie.
Différents enjeux se posent tout au long du processus de rendu de résultat diagnostique, allant du choix du
prélévement biologique initial au rendu de résultat des données. L'objectif final est de collecter des données
numériques pouvant se transformer efficacement en recommandations thérapeutiques ou sanitaires.
(Repris et adapté de la revue Towards a genomics-informed, real-time, global pathogen surveillance system?9)
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111/ La bataille du « NextGen Dx »

Le rapport d’analyse Research and Markets "Genomics Market - Forecast to 2022"° prédit que le
marché mondial de la génomique connaitra une croissance annuelle de 10,2% pour passer de sa
capitalisation actuelle de 14,71 milliards de dollars (en 2017) a 23,88 milliards de dollars en 2022. Cette
croissance sera notamment structurée par une progression des activités de recherche en génomique,
un nombre en augmentation de start-ups, et le développement d’applications de séquencage
appliquées au diagnostic et a la médecine personnalisée. Il est anticipé que le segment de marché du
diagnostic infectieux, avec celui des maladies génétiques, sera le plus important contributeur a cette
croissance sur la période 2017-2022. Le contexte économique autour du diagnostic par NGS est donc
extrémement concurrentiel et nous allons présenter dans cette troisieme partie les différents acteurs
du domaine, des fabricants aux utilisateurs finaux, pour finir par une réflexion plus personnelle sur un
modele possible de service de métagénomique clinique en France.

Les sociétés qui fabriquent et commercialisent les séquenceurs et les solutions d’analyses

Le marché de la génomique est segmenté entre l'instrumentation et les systéemes d’analyses
(séquenceurs, solutions logiciels), les réactifs (consommables chimiques et plastiques) et les services
(prestations de séquencgage, interprétation des résultats). Parmi les grandes sociétés positionnées sur
I'un ou l'autre de ces segments on peut citer Illumina (USA), Thermo Fisher Scientific (USA), Pacific
Biosciences of California (USA), Bio-Rad Laboratories (USA), Agilent Technologies (USA), Danaher
(USA), Oxford Nanopore Technologies (UK), GE Healthcare (UK), Qiagen (Pays-Bas), Eurofins Scientific
(Allemagne), Roche (Suisse) ou encore le Beijing Genomics Institute (Chine), parmi d’autres.

On compte a ce jour quatre sociétés leaders en matiére d’instrumentation, qui couvrent I'essentiel du
marché mondial. Elles proposent des séquenceurs de deuxieme ou troisieme génération dont les
caractéristiques sont résumées dans le tableau suivant.

Company Equipment Output/run (Gb) Maximum read length (bp)  Reads (x106) Running time
[llumina MiniSeq 0.6-7.5 2 %150 25 4-24h
[llumina Miseq 0.3-15 2300 25 5-55h
[llumina NextSeq 20-120 2x150 130/400 12-30h
[llumina HiSeq 3000 125-700 2150 2500 <1-3.5days
ThermoFisher lon PGM™ 0.03-2 200-400 04-55 2-Th
ThermoFisher lon 55™ 0.6-15 200-400 3-80 25-4h
ThermoFisher lon 55™ XL 0.6-15 200-400 3-80 <24h
Oxford Nanopore MinlON 21-42 230,000-300,000 22-44 1min-48h
Pacific Biosciences Sequel 0.75-1.25 >20,000 370,000 30 min-6h
Pacific Biosciences RSII 0.5-1 >20,000 55,000 30 min-4h

Caractéristiques des plateformes NGS actuelles.
(Repris et adapté de « Application of next generation sequencing in clinical microbiology and infection
prevention» 10)

A cOté de ces acteurs incontournables, il faut noter en France I’existence d’un petit nombre de start-
up qui développent des séquenceurs ou des méthodes d’analyses génomiques pouvant s’appliquer a
la détection de pathogenes et reposant sur des principes innovants. Par exemple, la société Genomic
Vision, basée a Bagneux et fondée en 2004 par un chercheur de I'Institut Pasteur, associe une méthode
de peignage moléculaire de I’ADN a un principe de lecture de code morse génomique. Genomic Vision
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est cotée en bourse sur Euronext Paris depuis 2015 (valeur GV). A Paris, la société Depixus
(anciennement Picoseq) décode I'information génétique et épigénétique a partir de molécules uniques
d’ADN ou d’ARN en utilisant une méthode développée par des chercheurs du laboratoire de physique
statistique de I’'Ecole Normale Supérieure. Depixus a remporté la phase 3 du concours mondial de
I'innovation en 2017, ce qui signifie qu’elle va avoir accés a des financements importants pour
I'industrialisation de ses produits et que I'Etat francais peut entrer au capital de la société.

Les utilisateurs du NGS en DIV

Les utilisateurs des nouvelles approches de génomique se répartissent entre des centres de recherche,
des institutions académiques ou gouvernementales, des hopitaux, des sociétés pharmaceutiques ou
biotechnologiques et certaines organisations non gouvernementales. En 2017 les hopitaux
représentaient le marché le plus important au niveau mondial, porté surtout par une demande en
pharmacogénomique et en tests génétiques”®.

Le diagnostic de maladies infectieuses par NGS en situation syndromique est a I’heure actuelle
essentiellement pratiqué dans un contexte de recherche, en lien souvent avec un réseau hospitalier,
et orienté prioritairement sur des cas cliniques graves ou en impasse thérapeutique compte tenu des
colts et des contraintes organisationnelles associées. Le bénéfice médical est donc souvent indirect,
mais des exemples remarquables ont été publiés ces derniéres années et permettent d’alimenter les
réflexions pour une diffusion plus large de ces technologies en clinique.

On peut citer a ce titre la détection de pathogénes nouveaux ou inattendus dans des cas d’encéphalites
humaines d’origine inconnue, qui ont conduit par exemple a l'identification d’infections par une
leptospire!!, par une amibe (Balamuthia mandrillaris)*?, par un nouvel astrovirus neurotrope®1¢, par
un bunyavirus décrit comme une arbovirose!’ ou par un nouveau bornavirus transmis au contact
d’écureuils d’élevage’®. Dans le cas de la leptospirose, 38 tests diagnostiques différents avaient été
réalisés et avaient échoué a identifier le pathogéne avant que I'approche par NGS ne soit appliquée.
Sur une thématique médicale un peu différente on peut retenir I'identification inattendue par NGS de
la souche vaccinale du virus de la rubéole et de sa persistance dans des granulomes cutanés et
viscéraux chez des enfants atteints d'immunodéficits primaires, résultat d’abord obtenu sur une
cohorte francaise!®?° puis confirmé par la suite aux Etats-Unis sur une cohorte indépendante®.,
D’autres études ont utilisé des approches de métagénomique clinique dans des cas de sepsis??, de
pneumonies?®, d’infections urinaires?* ou d’infections intraoculaires®®. Beaucoup de ces travaux ont
été réalisés soient a I'Université de Californie a San-Francisco (groupes de Charles Chiu et de Joseph
DeRisi), soit a I’'Université Columbia de New York (groupe de lan Lipkin), soit a I'Institut Pasteur de Paris
(groupe de Marc Eloit), en lien étroit avec des hopitaux partenaires rendant possible I'acces aux
échantillons des malades.

A cOté ou issues de ces groupes de recherche, des sociétés, notamment américaines, se développent
en proposant des tests de détection de pathogenes par NGS. La société Karius par exemple propose
un test sanguin reposant sur une base de données de plus 1000 pathogenes (bactéries, champignons,
virus a ADN et parasites) dont les performances ont été évaluées lors d’'une étude clinique sur 350
patients suspectés de sepsis?®. Dans la version actuelle du test de Karius il faut tout de méme noter
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I'impossibilité de détecter des virus a ARN qui comprennent pourtant de nombreux pathogenes
majeurs pour 'homme. Egalement implantée sur la baie de San Francisco, IDbyDNA, en lien avec les
laboratoires ARUP, développe un test respiratoire (Explify) pour I'identification de pathogénes dans
les infections pulmonaires, qui repose sur le séquencage d’ADN et d’ARN extraits de lavages broncho-
alvéolaires, couplé a un outil d’analyse métagénomique original appelé Taxonomer?’. En France,
différents acteurs de I'industrie ou du service proposent des prestations d’identification de pathogenes
par NGS s’appuyant soit entierement sur une expertise interne, soit sur un modele de délégation
aupres de laboratoires partenaires. Ainsi, la société parisienne PathoQuest a développé son propre
test NGS d’identification de pathogenes a partir de prélévements sanguins (iDTECT Dx) qu’elle destine
a certaines catégories de patients immunodéprimés, et qui est le premier test NGS de diagnostic de
maladies infectieuses marqué CE. A Lyon, ViroScan 3D et ProfilXpert, ainsi que Bioaster, offrent des
services de production de données génomiques et de découverte de pathogenes a des clients
académiques ou industriels de la région. On peut mentionner aussi que bioMérieux a établi en 2016
un partenariat avec lllumina pour un service d’analyses NGS visant a améliorer la gestion des épidémies
d’infections associées aux soins, en faisant réaliser I'étape de re-séquencage d’isolats a des
laboratoires équipés de séquenceurs MiSeq (bioMérieux EpiSeq).

Un modeéle frangais possible alliant médecins, scientifiques et industriels

Il devient possible dans ce contexte de réfléchir a une offre de services ambitieuse articulant
I’excellence scientifique, médicale et industrielle francaise.

Rappelons que la France, comme I'ont fait plusieurs grands pays avant elle, s’inscrit dorénavant dans
un plan « Médecine France génomique 2025 », piloté par AVIESAN et soutenu par I'Etat, et dont le

t%%. Dans

rapport ainsi que I'annonce des objectifs peuvent étre consultés sur le site du gouvernemen
ses grandes lignes le plan concerne (i) le déploiement d’un réseau de plateformes de séquencage a
tres haut débit, (ii) la mise en place d’un centre national d’analyse de données qui collectera I'ensemble
des analyses réalisées sur les plateformes et (iii) la création d’un centre d’expertise et de veille

technologique qui permettra d’harmoniser le fonctionnement du systeme et son évolution.

Dés 2018, trois projets pilotes seront lancés pour permettre I'accés au diagnostic génomique a des
patients souffrant de cancers graves, de maladies rares ou de déficience intellectuelle, ainsi qu’aux
diabétiques atypiques. Si ces premiers projets bénéficieront donc surtout a la cancérologie et a la
génétique humaine, I'Etat soutiendra avec des moyens tres significatifs 'ensemble des mesures du
plan pendant les cing prochaines années, avec pas moins de 400 millions d’euros investis. Une place
pour le diagnostic des maladies infectieuses est donc certainement a construire.

Le dispositif du plan autour du réseau de plateformes de séquencage a retenu en 2017 deux premiers
lauréats : le projet SEQOIA, porté par I'Assistance Publique — Hopitaux de Paris, I'Institut Curie, I'Institut
Gustave Roussy et I'Institut IMAGINE, avec pour partenaire industriel la société IntegraGen; et le
projet AURAGEN, porté par les Hospices Civils de Lyon, le CHU de Grenoble, le CHU de Saint-Etienne,
le CHU de Clermont-Ferrand, le Centre Léon Bérard, le Centre Jean Perrin, I'Institut de cancérologie de
la Loire et avec pour partenaire industriel le laboratoire Eurofins Biomnis.

Inscrire dans cette dynamique la détection de pathogénes en situations syndromiques ou de veille
épidémiologique pourrait alors se décliner de la maniére suivante :
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Dans un premier temps, en s’appuyant sur le réseau hospitalier, identifier en situation de soin courant
ou chez des personnes dont le pronostic vital est engagé des syndromes considérés comme infectieux
mais d’étiologie inconnue. En cas de résultats non concluants obtenus par des méthodes diagnostiques
standards, faire réaliser le séquencage a haut débit des échantillons des malades par les infrastructures
en place et rendre un résultat de recherche pouvant venir en support au diagnostic médical. Lorsqu’un
pathogeéne nouveau ou inattendu est identifié, poursuivre par une stratégie de valorisation avec les
industriels du DIV dans le but d’améliorer ou de compléter les tests diagnostiques existants, a des fins
d’utilisations futures en clinique.

Dans une perspective de plus long terme et en tablant sur une réduction des colts du NGS et sur le
développement des outils numériques, faire entrer cette pratique en premiére ligne diagnostique.

Ce modele translationnel, a la fois Bed-to-Bench (du patient au laboratoire) et Bench-to-Bed (du
laboratoire au patient), présente aussi I'avantage de partenariats public/privé possibles et effectifs
dans la durée. Il pourrait se développer en capitalisant sur I'expérience de nos groupes de recherche
nationaux et se structurer en intégrant par exemple les recommandations de la Food and Drug
Administration en matiére de diagnostic NGS des maladies infectieuses®.

Conclusion

Les nouvelles méthodes de génomique sont une formidable source d’innovation dans le domaine du
Diagnostic In Vitro. La question aujourd’hui n’est probablement plus de savoir si le séquencage a haut
débit sera un jour utilisé en routine pour diagnostiquer les maladies infectieuses, mais plutot d’arriver
a anticiper la maniére dont il le sera et de mettre en place dés a présent les structures de la médecine
génomique de demain. Cela nécessitera la coordination d’acteurs du monde médical, scientifique et
industriel, face a des problématiques d’un monde globalisé, dans un contexte de tres forte compétition
internationale dans lequel la France a de nombreux atouts a faire valoir.
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